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Abstract 
 
Multi-resistente Staphylococcus aureus er et stigende infektionsmæssigt problem. S. 
aureus udviser en stor genetisk fleksibilitet, og har allerede eller kan udvikle resistens 
mod alle benyttede antibiotika. Der er derfor behov for nye antibiotika med signifikant 
anden virkemåde end de traditionelle. Gennem et litteraturstudie har vi redegjort for de 
mest anvendte antibiotikagrupper mod S. aureus, og dens genetiske basis for udvikling af 
resistens. Vi har taget udgangspunkt i tre potentielle targets for nye antibiotika: quorum 
sensing, der er et kommunikationssystem, som kun benyttes af bakterier til bl.a. at danne 
biofilm og udsende virulensfaktorer, toksin-antitoksin-systemer, der er medvirkende i 
stressrespons og Holliday junction-strukturen, som er intermediær i en lang række DNA-
afhængige processer.  
 
Det vurderes, at antibiotika, der rammer quorum sensing og toksin-antitoksin systemerne, 
har størst potentiale. Derimod vurderes Holliday junctions til ikke at være et 
hensigtsmæssigt target for nye antibiotika.  
 
 
Multi-resistant Staphylococcus aureus is a rising problem, when dealing with infections. 
S. aureus exhibits a remarkable genetic flexibility and has either already developed 
resistance or has the potential to do so. New antibiotics are needed with another 
mechamism of action than the antibiotics already being used. Through studies of existing 
works, we have accounted for the most common antibiotics against S. aureus, and the 
genetic basis for the development of resistance. Three potential targets were investigated: 
quorum sensing, a communicationsystem only used by bacteria to form biofilms and 
produce virulence factors, toxin-antitoxin-systems, which mediates stress-response and 
the Holliday junction structure, which is a DNA-intermediate in numerous processes.  
 
We conclude that antibiotics affecting quorum sensing and toxin-antitoxin-systems have 
the greatest potentiale. However, Holliday junctions are not a proper target for new 
antibiotics. 
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Forkortelser 
ABC: ATP-binding cassette  
AIP: Auto inducing peptide 
DHA: Drug/H+ antiporter  
E. faecalis: Enterococcus faecalis 
HJ: Holliday junction 
MATE: Multidrug and toxic compound extrusion  
MFS: Major faciliator familiy 
MIC: Minimum inhibitory concentration 
MLS: Makrolid- lincosamid-streptogramin B. 
MRSA: Methicillinresistent Staphylococcus aureus 
MSSA: Methicillin sensitiv Staphylococcus aureus 
NAG: N-acetylmuramsyre 
NAM: N-acetylglucoamin 
PBP: Penicillin binding protein 
QS: Quorum sensing 
RAP: RNAII activating protein 
RF-1: Release factor 1 
RF-2: Release factor 2 
RIP: RNAIII inhibiting peptide 
RND: Resistance nodulation-cell division 
S. aureus: Staphylococcus aureus 
SCCmec: Staphylococcal cassette chromosome mec 
SMR: Small multidrug resistance  
TA: Toksin/antisoksin 
TRAP: Target RNAII activating protein 
VISA: Vancomycin intermediate Staphylococcus aureus 
VRE: Vancomycin resistente enterkokker 
VRSA: Vancomycin resistent Staphylococcus aureus 
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Indledning 
 
I 1930’erne da det første antibiotikum blev opdaget, revolutionerede det 
sygdomsbehandling af langt de fleste bakterieinfektioner. Infektioner, der før havde høj 
mortalitet, kunne nu kureres med meget høj effektivitet. Men resistente stammer blev 
hurtigt isoleret, hvilket skabte et behov for nye antibiotika. Siden da er et konstant kapløb 
foregået mellem udviklingen af nye antibiotika og udvikling af resistens. Klinisk 
anvendelse af antibiotika har skabt et selektivt pres på bakterier, og dermed været en 
væsentlig faktor i den hurtige udvikling af resistens. Spredningen af resistens skyldes 
først og fremmest, at bakterier er i stand til at udveksle genmateriale arterne imellem.  
 
Mange bakterier er multiresistente og meget svære at bekæmpe. Specielt én patogen 
organisme, Staphylococcus aureus, har voldet store problemer. Denne er utrolig effektiv 
til at tilpasse sig nye miljøer og omstændigheder, da den udviser egenskaber, der giver 
den en fordel i forhold til erhvervelse og tab af gener, der kan have betydning for 
antibiotisk sensitivitet. Især er den methicillin-resistente stamme af  S. aureus (MRSA) et 
verdensomspændende problem. Siden udviklingen af methicillin-resistens har MRSA 
opsamlet en række resistensgener, hvilket i dag gør, at den potentielt er resistent overfor 
alle kendte antibiotika. 
 
I dette projekt redegøres for status for resistens i S. aureus. De største grupper af  
antibiotika, samt resistensmekanismer mod disse, vil blive gennemgået med fokus på S. 
aureus. Herudover vil vi se på tre nye targets som ikke bygger på klassiske antibiotikas 
strukturer eller virkemåde. Endvidere diskuteres det, om antibiotika mod disse targets har 
en fremtid inden for behandling af multiresistente bakterieinfektioner. 
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1. Antibiotika 
Definitionen på et antibiotikum er en forbindelse, der enten dræber (baktericidt) eller 
stopper væksten (bakteriostatisk) af en bakterie eller svamp. Antibiotika kan opdeles 
efter, hvilket target de er rettet imod. Target kan f.eks. være i proteinsyntesen, DNA-
replikation, cellevægssyntesen og folatsyntesen. Det er af essentiel vigtighed, at target 
ikke eksisterer i humane celler for at det kan anvendes i mennesker. I dette kapitel vil de 
forskellige større grupper af antibiotika blive gennemgået med et senere henblik på 
resistensudvikling i S. aureus.  
 
1.1 Proteinsyntesehæmmende antibiotika 
De ribosomale subunits har været benyttet som targets i mange år. Der findes i dag en 
række stoffer med dette specifikke target, som ved at binde til henholdsvis 30S- eller 
50S-subuniten, kan interferere med proteinsyntesen. De fleste af stofferne er som 
udgangspunkt bakteriostatiske, men baktericide ved høje koncentrationer – få stoffer har 
baktericid virkning ved lave koncentrationer. Den baktericide effekt ved proteinsyntese-
hæmmende stoffer tilskrives først og fremmest cellernes manglende mulighed for at blive 
restitueret. 
 
1.1.1 Hæmmere af 30S-subuniten 
Aminoglycosider binder til en konserveret sekvens i 16S rRNA og giver en høj 
fejlfrekvens i de proteiner, der translateres, så der syntetiseres trunkerede proteiner og 
proteiner med forkerte aminosyrer. Disse forfejlede proteiner inkorporeres i cellen, 
hvilket kan føre til en række problemer, ultimativt kan det føre til cellelysis [Edson & 
Terrell, 1999]. 
 
Tetracykliner er en gruppe af bredspektrede antibiotika. De er virksomme mod gram-
positive såvel som gram-negative bakterier. Tetracykliner har været benyttet i mange år 
til f.eks. MRSA. De binder til 30S-subuniten og blokerer for binding af amino-acyl-tRNA 
til A-sitet på ribosomet. Herudover forhindres både RF-1 og RF-2 i at binde, hvorved  
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termination hindres. Tetracykliner er blevet mindre effektive, da de fleste 
bakteriestammer har udviklet resistensmekanismer over for dem [Sum et al., 1998].  
Glycylcykliner er en ny gruppe af antibiotika, som hæmmer proteinsyntesen på samme 
måde som tetracykliner og er derivater af tetracyklinen minocyklin. Stofferne har en 
længere halveringstid i kroppen end tetracykliner, derfor er de mere baktericide end 
bakteriostatiske ved samme koncentration [Scheinfeld, 2005]. 
 
1.1.2 Hæmmere af 50S-subuniten 
Oxazolidinoner er en klasse af syntetiske antibiotika, som binder til 50S-subuniten og 
forhindrer initiation af proteinsyntese og herved elongering ved at forhindre dannelsen af 
tRNAfMet-mRNA-70S-komplekset. De er kun aktive mod gram-positive bakterier. Som 
eksempel på et oxazolidinon kan linezolid nævnes, som er effektivt mod MRSA og 
vancomycin-resistente enterokokker [Lin et al., 1997; Swaney et al., 1998]. 
 
Makrolider er oprindeligt en gruppe naturligt forekommende bredspektrede antibiotika, 
hvorfra en række semisyntetiske derivater er blevet produceret som følge af øget bakteriel 
resistens. Makrolider hæmmer proteinsyntese ved at binde reversibelt til 23S-rRNA og 
sterisk blokere for association af tRNA til translokationssitet. Herved fås trunkerede 
proteiner med nedsat eller ingen funktion. De fungerer bakteriostatisk, men er baktericide 
ved høje koncentrationer over for visse bakteriestammer, bl.a. gruppe A streptokokker. 
Karakteristisk for makrolider er en lactonring på mellem 12 og 16 carbonatomer, som er 
grundstrukturen i samtlige makrolid-derivater. Det forskellige antal carbonatomer giver 
makrolidtyper muligheder for at påvirke et bredt spektrum af bakterier. Som eksempler 
på semisyntetiske makrolider kan nævnes azithromycin og telithromycin, mens 
erythomycin er naturligt forekommende [Mazzei et al.,1993].  
 
Ketolider er en gruppe, der er deriveret fra erythomycin ved at erstatte en sukkergruppe 
med en keto-gruppe. De binder med større affinitet end makroliderne til 23S-rRNA og 
overvinder resistensmekanismer mod makrolider. Herudover forhindrer de dannelsen af 
nye ribosomale 50S-subunits ved at binde til r-proteiner, 5S-rRNA og 23S-rRNA [Zhanel 
et al., 2002]. 
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Lincosamider er en mindre gruppe af naturligt forekommende antibiotika. Lincosamidet, 
clindamycin, binder til 23S-rRNA, på et site, der overlapper makrolidernes bindingssite 
[Tenson et al., 2003]. 
 
Streptograminer er en gruppe af naturlige og semisyntetiske antibiotika. Der findes to 
grupper, A og B, som separat er bakteriostatiske, men som in vivo kan interagere 
synergisk og have en baktericid virkning. A-gruppen hæmmer dannelsen af 
peptidbindinger ved at binde til A-sitet på ribosomet [Johnston et al., 2002] , mens B-
gruppen sterisk hindrer elongering af polypeptidet ved binding til samme site som 
makrolider og lincosamider [Tenson et al., 2003].  
 
1.2 Hæmmere af peptidoglycansyntesen 
Gram-positive bakterier, som S. aureus, har simple vægge med en stor mængde af 
peptidoglycan. Syntese af peptidoglycan, som er den primære komponent i cellevæggen, 
er target for en lang række antibiotika. Bakterier kan ikke overleve, hvis ikke de har en 
cellevæg, da de vil blive udsat for osmotisk lysis. Peptidoglycan består af korte kæder af 
peptider, der er crosslinket til N-acetylmuramsyre (NAM) (se Figur 1). 
Peptidoglycansyntesen foregår i trin, hvoraf det sidste foregår udenfor membranen. En ny 
cellevæg dannes ved at crosslinke tilstødende peptider og tilføje nye enheder til den 
voksende peptidoglycankæde [Neu, 1985]. Crosslinking katalyseres af enzymet 
transpeptidase, der er essentielt for bakterier og fører til dannelsen af stive cellevægge. 
To store grupper af antibiotika, β-lactamer og glycopeptider, hæmmer syntesen af 
peptidoglycan.  
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Figur 1: oversigt over opbygningen af peptidoglycan. På figuren ses peptid crosslinking [kilde: 
http://www.sp.uconn.edu/~terry/images/other/peptidoglycan.gif] 
1.2.1 β-lactamer 
I gruppen af β-lactamer hører blandt andet penicilliner, cephalosporiner og ampicillin. 
Det er den vigtigste gruppe af kliniske antibiotika, da cirka 55 procent af alle antibiotika, 
der bruges globalt, tilhører denne gruppe [Fuda et al., 2004]. Ved at hæmme aktiviteten 
af transpeptidase, hindrer β-lactamer crosslinking. Celler i stationær fase påvirkes ikke, 
mens nysyntetiserede celler vil vokse unormalt, da de ikke er i stand til at opretholde 
stivheden af cellevæggen. Herved bliver de sensitive over for osmotisk lysis.  
 
Oprindeligt var de naturlige penicilliner kun aktive mod gram-positive bakterier. 
Semisyntetiske penicilliner er siden deriveret fra de naturlige penicilliner ved 
translokation af en acylgruppe. De har nogle gavnlige egenskaber, som for eksempel at 
være modstandsdygtige overfor mavesyre, hvilket gør, at de kan indtages per oralt. I 
modsætning til naturlige penicilliner, er de semisyntetiske penicilliner også aktive mod 
gram-negative bakterier. 
  
Cephalosporiner indeholder udover en β-lactamring også en dihydrothiazinring og er 
enten naturlige eller syntetiske. De hæmmer transpeptidase på samme måde som 
penicilliner. En række forskellige cephalosporiner findes, hvor nogle, i modsætning til 
andre β-lactamer, er aktive mod MRSA. Et eksempel herpå er det nye ceftobiprol, hvis 
aktivitet er testet i mus, men endnu ikke i mennesker [Chambers, 2006].   
 10 
1.2.2 Glycopeptider 
Glycopeptider hæmmer, ligesom β-lactamer, syntesen af peptidoglycan. De benyttes bl.a. 
i tilfælde, hvor bakterier er resistente overfor β-lactamer. Overordnet hæmmer 
glycopeptider syntesen af peptidoglycan ved binding til cellevægs-precursere for 
enzymerne transglycosylase og transpeptidase [Nagarajan, 1991]. 
 
Vancomycin er et glycopeptid af stor betydning, idet det er et af de få antibiotika, der er 
effektivt over for MRSA [Rybak, 2006], men i 1988 blev det første tilfælde af 
vancomycin resistens konstateret i enterokokker. Siden er resistensen spredt til bl.a. 
S.aureus [Courvalin, 2006]. Vancomycin virker ved at danne et kompleks med 
peptidoglycanprecursoren UDP-N-acetylmuramylpentapeptid, hvor vancomycins N-
terminus danner hydrogenbindinger til acyl-D-alanyl-D-alanin carboxy-terminus hos 
precursoren [Nagarajan, 1991] (se Figur 2). Dermed hæmmes transglycosylase i at 
overføre et disaccharid fra precursoren til den voksende peptidoglycan-kæde. Samtidigt 
hæmmes transpeptidasen i at crosslinke peptidoglycan-kæderne. Vancomycin er derfor et 
effektivt antibiotikum, idet begge enzymer hæmmes [Reynolds, 1989].  
 
 
Figur 2: Biosyntesen af peptidoglycan foregår dels i cytoplasmaet og dels i cellevæggen. Vancomycin 
hæmmer de sidste trin i syntesen i cellevæggen ved en sterisk interaktion med peptidoglycanprecurseren 
[Courvalin, 2006]. 
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Teicoplanin er et andet glycopeptid med samme virkning som vancomycin, men er 
strukturelt anderledes. Teicoplanin er mere lipofilt, hvilket øger biotilgængeligheden 
[Mendez-Álvares et al., 2000]. Andre eksempler på glycopeptider er dalbavancin og 
oritavancin, der endnu er på klinisk forsøgsstadie [Appelbaum & Jacobs, 2005]. 
 
1.3 Cellemembran-interagerende stoffer 
Lipopeptider er en gruppe af amfifile stoffer, der af struktur ligner cellens 
membranproteiner: de har en hydrofil- og en lipofil gruppe. På denne måde kan de 
indsættes i membranen hos bakterier og forårsage depolarisering og ion efflux, hvilket 
fører til celledød i form af osmotisk lysis. 
 
Daptomycin er et cyklisk lipopeptid, hvis baktericide virkemåde ikke er endeligt kortlagt.  
Ny viden peger på at daptomycin indsættes calciumafhængigt i cellemembranen, 
hvorefter det  på ukendt vis oligomeriserer og danner en porelignende struktur, der skaber 
ion-efflux og depolarisering, især pga. efflux af K+ og siden hen vil det føre til celledød 
[Silverman et al., 2003]. 
 
 
Figur 3: Den formodede virkemåde af daptomycin. Fra venstre mod højre ses forløbet, hvor daptomycin 
indsættes i cellemembranen ved hjælp af calcium, hvorefter der sker en oligomerisering, der ødelægger 
cellemembranen og forårsager ionefflux, bl.a. af kalium [Silverman et al, 2003].   
 
1.4 Hæmmere af DNA-syntese og replikation 
Quinoloner forhindrer DNA-replikation i bakterier ved at stoppe aktiviteten af DNA-
gyrase og topoisomerase IV. DNA-gyrase er et enzym, der laver negativ supercoiling 
foran replikationsgaflen under DNA-replikationen og topoisomerase IV står for 
decantenation af de sammenkædede kromosomer efter endt replikation. Quinoloner 
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virker ved at danne et kompleks med DNA-gyrasen eller topoisomerase IV og DNA. Den 
trimeriske konstellation forhindrer normal enzymaktivitet og stabiliserer de dobbelt-
strengede brud, som er en del af både DNA-gyrasens og topoisomerase IVs aktivitet 
[Lambert, 2005; Smith et al.,  2002].  
 
Sulfonamiderne er syntetiske og bredspektrede antibiotika. De udnytter en forskel 
mellem prokaryoter og mammale celler i folatsyntesen. Stoffet folat er coenzym for 
syntese af precursorer for dTMP og herved visse aminosyrer. Det er derfor essentielt for 
DNA-syntesen. Folat dannes de novo i prokaryoter, hvilket ikke er tilfældet i mammale 
celler, hvor det må optages igennem føden. Sulfonamiderne virker som strukturelle 
analoger til para-aminobenzosyre og hindrer herved enzymet dihydropteroatsyntase ved 
at binde i stedet for para-aminobenzosyre. Det sidste trin i folatsyntesen hæmmes af 
diaminopyrimidinerne, der hæmmer dihydrofolatreduktasen med samme konsekvens som 
med sulfonamiderne [Bermingham & Derrick, 2002].  
 
2. Resistens 
Det, at en organisme kan modstå et patogen eller et toksisk stof, kan defineres som 
resistens. Resistensen kan f.eks. skyldes en effektiv metabolisme over for det givne stof, 
modificering af organismens system, der bevirker en patogen/toksisk effekt eller 
antistofdannelse mod patogenet/ det toksiske stof. Hvis ikke resistensen er nedarvet, kan 
den erhverves eller opstå via mutationer. Derfor kan resistens opstå relativt hurtigt i 
organismer med en kort generationstid, som f.eks. hos S.aureus. For at afgøre om en 
organisme er resistent over for et givent antibiotikum, bruges termen minimum inhibitory 
koncentration (MIC), der kan defineres som den koncentration der skal doseres af et 
givent stof, før væksten af en given organsime stopper [Lambert & Pearson, 2000]. 
Sammenligen af MIC-værdier kan bruges til at konstatere, om der er opstået resistens. 
 
Den bakterielle genetiske fleksibilitet giver mulighed for opståen af forskellige 
resistensmekanismer som forsvar mod antibiotikapåvirkning. De novo opståen af 
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resistensmekanismer er sjældne, og der er mest tale om modifikation af systemer eller 
enheder i cellen. Den bakterielle resistens har 3 hovedmekanismer: 
- Targetmodifikation  
- Effluxpumper 
- Antibiotikamodifikation 
Enhver påvirkning med virksomt antibiotika vil give et selektivt pres, som tillader 
profilering af bakterier med gavnlige mutationer. Disse egenskaber kan senere horisontalt 
overføres til andre bakterier af samme eller andre arter.  
 
2.1 Target modifikation  
En primær mekanisme til udvikling af resistens i bakterier er mutationer af bindingssites 
for antibiotika, som hindrer eller mindsker interaktion mellem antibiotika og target. 
Mutationer kan forekomme på et eller flere loci i gener, som koder for targets, hvilket 
kan ændre bindingsaffiniteten for antibiotika. Alle anvendte targets kan ved mutationer 
ændres således, at bakterier opnår resistens. Nogle targets kan undergå mange mutationer 
uden at miste deres cellulære funktion for bakterier, hvilket sandsynliggør udvikling af 
resistens. Dette er tilfældet med antibiotika, hvis target er ribosomer, da disse i høj grad 
tolererer mutationer [Poehlsgaard & Douthwaite, 2005]. 
  
Modifikation af targets er en anden måde resistens kan udvikles på. Eksempelvis kan en  
posttranskriptionel modificering af 23S rRNA komponenten af 50S-subuniten ved mono- 
eller dimethylering forekomme og give resistens over for visse makrolider [Lambert, 
2005]. Bakteriers cellevægge kan ligeledes modificeres, eksempelvis ved at syntetisere 
cellevæg, der har dobbelt tykkelse, hvilket øger MIC. Endvidere kan 
peptidoglycanprecursorer modificeres så glycopeptider ikke bindes til dem [Lambert, 
2005]. 
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2.2 Effluxpumper  
Effluxpumper er proteiner i cellemembranen, der transporterer molekyler ud af cellen 
uden at ændre eller degradere dem. Effluxpumperne kan skabe partiel resistens overfor 
antibiotika, idet de transporterer det tilbage over cellemembranen inden de kan interagere 
med target, hvilket medfører, at MIC forøges. Generelt vil overekspression af 
effluxpumper ikke medføre fuldstændig resistens overfor substratet, men vil øge cellens 
overlevelsesevne [Webber & Piddock, 2003].  
Visse effluxpumper har specificitet overfor et enkelt molekyle, mens andre er mere 
uspecifikke og kan derfor skabe resistens overfor flere typer antibiotika. De kemiske 
karakteristika for effluxpumpernes substrater er endnu ikke klarlagte, men det antages, at 
de fysiske træk som ladning, amfipatiske indeks og hydrofobicitet har større betydning 
end selve strukturen. Dette stemmer overens med visse effluxpumpers brede 
substratspektre [Paulsen et al., 1996]. 
Den oprindelige funktion for de fleste effluxpumper er ikke definitivt klarlagt, men det 
tyder på, at deres funktion er at beskytte cellerne fra eksogene toksiske forbindelser, 
fjerne metaboliske biprodukter, efflux af signalmolekyler i quorum-sensing og muligvis 
at fungere som pH-buffermekanisme ved ændringer i miljøet [Paulsen et al., 1996; 
Kumar & Schweizer 2005; Nikaido, 1998]. 
Effluxpumper er til stede i alle celletyper, både eukaryoter og prokaryoter, og det antages 
at 6% til 18% af alle transmembrane transportere er effluxpumper. Som regel er de 
kromosomkodede, men visse effluxpumpegener er fundet på mobile elementer [Kumar & 
Schweizer, 2005]. Effluxpumpegenerne er for det meste en del af et operon, der 
kontrolleres af regulationsgener, dette sker som regel via en lokal repressor. Globale 
transkriptionsregulatorer er identificeret, som kan indvirke på flere forskellige typer 
effluxpumper [Webber & Piddock, 2003; Kumar & Schweizer, 2005]. Endvidere bliver 
visse effluxpumper reguleret via et tokomponentsystem, som aktiveres ved extracellulære 
stimuli [Kumar & Schweizer, 2005].  
Effluxpumperne transporterer substraterne over cellemembranen via forskellige 
mekanismer. Der findes symportere, uniportere og antiportere. Energimæssigt benyttes 
enten en gradient i form af den protonmotoriske kraft, en Na+-gradient eller 
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substrat/substrat-gradient. Herudover findes pumper, der aktivt transporterer stoffer ud af 
cellen ved forbrug af ATP [Kumar & Schweizer, 2005]. 
 
Ved at kombinere inhibering af effluxpumper med et antibiotika, kan MIC reduceres for 
det givne stof, da koncentrationen øges og mere antibiotika vil interagere med target. 
Inhibering af effluxpumper kan ske ved at forhindre bindingen mellem substratet og 
pumpen, ved at inhibere samlingen af polysegmentpumper. Dette inhiberer pumpernes 
energikilde ved at manipulere reguleringen af effluxgenerne. Endvidere kan 
overekspression af pumperne tænkes at reducere cellens fitness, da vigtige metabolitter er 
blandt substraterne [Nikaido, 1998; Van Bambeke et al., 2003]. Generelt giver 
effluxpumper kun lav resistens [Van Bambeke et al., 2003]. 
2.3 Enzymmedieret antibiotikamodifikation 
Bakterielle resistensmekanismer inkluderer modifikation af antibiotika, således at deres 
virkemåde ødelægges eller at deres permeabilitet for enten cellevægge eller 
cellemembraner forringes. Mekanismer, der benyttes i denne forbindelse, er primært 
hydrolyse og overførsel af grupper. Herudover findes lyaser og redoxenzymer, som ikke 
eksisterer i lige så udpræget grad [Wright, 2005]. 
 
En af de større klasser af hydrolyserende enzymer er β-lactamaserne, som kan inaktivere 
β-lactamer ved at katalysere kløvningen af β-lactamringen. β-lactamaser findes enten 
bundet til membranen, ekstracellulært eller i det periplasmiske rum. De kræver 
udelukkende vand som co-substrat, og da vand også findes i store mængder 
ekstracellulært, kan β-lactamaser med fordel pumpes ud af cellen og kløve β-lactamerne, 
før de kommer i kontakt med bakterierne. Ud over β-lactamer påvirkes også makrolider 
af hydrolyserende enzymer, der hydrolyser esterbindingen i dem, hvorved de inaktiveres 
[Wright, 2005]. 
 
Gruppeoverførsel er den mest diverse resistensmekanisme overfor antibiotika. 
Eksempelvis kan et antibiotika få overført en hydrofil gruppe i periplasmaet, hvilket 
besværliggør dens diffusion ind i cellen eller inaktiverer det. Som eksempel kan 
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aminoglycosider nævnes, da de primært inaktiveres ved overførsel af acyl-, fosforyl- eller 
nucleotidylgrupper, som alle er medieret af forskellige enzymer. Aminoglycosid 
acyltransferaser (AAC) N-acetylerer en aminogruppe på aminoglycosidet, 
aminoglycosidkinaser kaldet APHs O-fosforylerer en hydroxylgruppe og 
aminoglycosidnucleotidyltransferaser overfører en NMP-gruppe fra NTP til en 
hydroxylgruppe på aminoglycosidet. Andre antibiotika kan ligeledes påvirkes, alt 
afhængigt af hvilket, der er tale om og i hvilken organisme, processen finder sted. På 
Tabel 1 ses en oversigt over hvilke antibiotika der kan inaktiveres ved gruppeoverførsler 
og hvilke grupper, der overføres. 
 
Tabel 1: Oversigt over hvilke antibiotika, der kan påvirkes af gruppeoverførsler [Wright, 2005]. 
Gruppe overført Antibiotika påvirket 
Acyl Aminoglycosider, kloramfenicol, type A streptogramin 
Fosforyl Aminoglycosider, makrolider 
Nucleotidyl Aminoglycosider, lincosamider 
Glycosyl Makrolider, tetracyklin 
 
2.4 Resistenskassetter og horisontal genoverførsel 
Spredning af resistens inden for en art eller beslægtede arter af bakterier er mulig gennem 
de klassiske mekanismer: transformation, transduktion og konjugation, hvor sidstnævnte 
er den primære overførselsmekanisme [Mazel og Davies, 1999]. 
Bakterier indeholder en stor mængde transposable elementer og plasmider, som kan 
indeholde resistensgener. I gram-positive bakterier findes en række transposoner, der kan 
overføres direkte ved konjugation, uafhængigt af et plasmid. Disse kaldes konjugative 
transposoner [Normark og Normark, 2002]. Overførsel til andre arter af bakterier end 
værten kaldes horisontal eller lateral genoverførsel. Den antibiotikaresistens, der findes i 
bakteriefaunaen i dag, skyldes primært disse mekanismer. Visse resistensmekanismer er 
opstået ved mutationer, men en mutation alene kan ikke forklare spredningen af resistens 
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Figur 4: Integration af plasmider i et integron, 
der lægges under fælles promotor [Mazel og 
Davies, 1999]. 
 
på tværs af arterne i den grad, som det er observeret siden introduktionen af antibiotika i 
1930’erne [Rowe-Magnus & Mazel, 1999]. 
Multidrugresistente bakterier indeholder gener, der koder for resistens overfor en række 
antibiotika, som det er tilfældet med MRSA. Det er muligt for en række bakterier at 
optage plasmider eller konjugative transposoner og integrere dem i eget genom i store 
mobile genetiske elementer, kaldet integroner. Den evolutionære baggrund for opståen af 
disse mekanismer er stadig ukendt. Der er indicier for, at integronerne ligesom 
transposonerne, muligvis er opstået ved mutationer i profager, integreret i kromosomet.  
 
Et integron kan benyttes til at lagre mobile 
genetiske elementer, kaldet genkassetter. De 
er for det meste ude af stand til at replikere 
uden for integronet og de kan ligeledes findes 
integreret i plasmider. Integroner indeholder 
tre essentielle elementer: Et gen, der koder for 
en integrase, et primært rekombinationssite og 
en stærk promoter. Integraserne tilhører en 
familie af site-specifikke rekombinaser, som 
kan rekombinere genkassetter ved en særlig 
59-bp sekvens kaldet attC. 
På Figur 4 ses, hvordan et resistensgen med 
attC-sitet rekombinerer med attI-sitet ved 
hjælp af integrasen og integreres i integronet. 
Pant er promoteren, der, når den er placeret 
upstream for genet, kan mediere 
transskription. Nederst ses, hvordan et nyt 
resistensgen i et mobilt element efterfølgende 
integreres i integronet. Dette element, og alle 
følgende, underlægges med mindre de selv 
indeholder en promoter, Pant-promoteren. 
Integronerne giver bakterierne en utrolig 
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genetisk fleksibilitet, som resultat af deres evne til at integrere exogene resistensgener. 
Integronet er som hovedregel ikke alene i stand til at bevæge sig ud af genomet, men hvis 
den flankeres af transposable sekvenser kan hele integronet bevæge sig til et andet sted i 
kromosomet, eller blive overført til en anden bakterie [Mazel & Davies, 1999; Rowe-
Magnus & Mazel, 1999]. 
 
2.5 Specifik resistens i Staphylococcus aureus 
Resistensmekanismerne i S. aureus er koncentreret omkring resistenskassetten SCCmec, 
diverse plasmider og transposoner. Der findes ikke en definitiv liste over, hvilke 
resistensgener de forskellige stammer af S. aureus, både methicillin sensitiv S. aureus 
(MSSA) og MRSA, indeholder. Dette skyldes den store genetiske variation, der findes 
mellem de forskellige stammer af S. aureus, der modtager store mængder af genetisk 
materiale fra andre bakteriestammer [Hanssen og Sollid, 2006]. Resistensmekanismerne 
er derfor i et konstant flux. Eksempelvis kan alle stammer af S. aureus frigive et peptid, 
cAM373-like factor, der fungerer som en inducer for overførsel af konjugative plasmider 
fra E. faecalis. Faktoren kan bl.a. udløse konjugativ overførsel af plasmidet pAM368, 
som indeholder vanA, der kan inducere vancomycinresistens [Clewell et al., 2002]. 
 
Der er sekvenseret 7 stammer af MRSA med en serie af forskellige transposoner, 
plasmider og andre genetiske elementer [Diep et al., 2006]. I det følgende lægges fokus 
ikke på de enkelte stammer, men på de forskellige typer af SCCmec og hvilke andre 
genetiske resistenselementer, der potentielt kan findes i S. aureus. 
 
Staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec) er et 21-67 kb DNA-fragment, der 
integreres omkring replikationsorigin i MRSA i et særligt site, attBscc. SCCmec giver 
resistens overfor ?-lactamer og en række andre antibiotika og tungmetaller [Kuroda et 
al., 2001]. Herudover kan den indeholde virulensgener [Hanssen & Sollid, 2006]. Navnet 
SCCmec kommer fra det første identificerede resistensgen, mecA, der giver resistens 
overfor ?-lactamer. SCCmec har mange lighedspunkter med et integron, da det kan 
opfange nye resistensgener fra plasmider og integrere dem under en fælles promotor, men 
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er anderledes end et integron idet det bl.a. er mobilt. SCCmec indeholder to gener, ccrA 
og ccrB, der koder for invertase- og resolvaserekombinaser, som tillader at SCCmec  
springer ind og ud af kromosomet ved at rekombinere attL- og attR-sites. Herved er 
overførsel af samtlige resistensgener til en anden bakterie mulig, hvilket indtil videre kun 
er vist til andre stafylokokker [Hanssen & Sollid, 2006].   
 
Herudover indeholder kassetten altid et mec-operon, bestående af 3 gener: mecA, mecR1 
og mecI. mecR1 og mecI ligger lige upstream for promoteren til mecA og inhiberer 
ekspressionen. mecR1’s genprodukt er en transmembran protease, der ved kontakt med 
methicillin kløver mecI’s genprodukt, og operonen transskriberes. Heraf følger det at en 
mutation i mecI eller en inaktivering af dets genprodukt vil føre til konstitutivt udtryk af 
mecA, der koder for en methicillin-insensitiv transpeptidase og derved give kraftig 
methicillin-resistens [García-Castellanos et al., 2004]. 
Den methicillin-insensitive transpeptidase kaldet penicillin-binding protein 2a, PBP2a, 
der indgår i sidste trin af peptidoglycansyntesen. S. aureus indeholder oprindeligt en 
række PBP med både transpeptidase- og transglycosylase-aktivitet, som begge er 
nødvendige for at opbygge peptidoglycan til cellevæggen. Under påvirkning af 
methicillin eller andre β-lactamer hæmmes transpeptidaseaktiviteten som nævnt på de 
oprindelige PBP, men ikke på PBP2a, som overtager denne funktion. 
Transglycosylaseaktiviteten hæmmes ikke på de oprindelige PBP og de varetager fortsat 
denne funktion. Herved kan bakterierne fortsætte peptidoglycansyntesen nogenlunde 
uforstyrret, da PBP2a har mere effektiv transpeptidaseaktivitet end de andre PBP og kan 
syntetisere tilstrækkelige mængder peptidoglycan. PBP2a komplementerer de andre PBP 
uden påvirkning af β-lactamer og kompenserer fuldstændigt ved påvirkning. Det er en 
meget succesfuld resistensmekanisme overfor β-lactamer, og har givet en så høj grad af 
resistens, at S. aureus ikke har haft brug for nye eller modificerede β-lactamaser i de 
sidste 50 år [Fuda et al., 2005]. 
 
Det antages, at kassetten oprindeligt er opstået ved overførsel af både ccr- og mec-gener 
til en koagulasenegativ Staphylococcus fra en ukendt vært, hvor deletion eller mutation af 
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de regulatoriske gener for mec oprindeligt fandt sted. Herefter er generne overført til S. 
aureus [Hanssen & Sollid, 2006]. 
 
Der findes 5 forskellige typer af SCCmec, type I-V, som er defineret ved en 
sammensætning af to dele: et ccr kompleks, der koder for rekombinaser og et mec 
kompleks, der koder for resistens mod?-lactamer (se Tabel 2). 
 
Tabel 2: Opbygningen af de forskellige SCCmec typer, ud fra deres ccr-kompleks og mec-kompleks. 
SCCmec type ccr-kompleks mec-kompleks 
I ccrAB Class A, mecI-mecR1-mecA-IS431 
II ccrAB2 Class B, IS1272-ΔmecR11-mecA-IS431 
III ccrAB3 Class C (C1 og C2), IS431-ΔmecR12-mecA-IS431 
IV ccrAB2 Class D, ΔmecR13-mecA-IS431 
V ccrC Class E, ΔmecR14-mecA-IS431 
 
Herudover indeholder SCCmec op til 3 sektioner af ikke-essentielle komponenter, bl.a. 
gener for forskellige former for resistens, kaldet J1, J2 og J3. Varianter af SCCmec-
typerne kan deles op i undergrupper efter forskellige J-sektioner, mens konstellationen af 
de essentielle gener er ens [Hanssen & Sollid, 2006]. Disse vil i det følgende kun blive 
beskrevet, hvis det har relevans for resistens i MRSA. 
Herudover indeholder alle typer af SCCmec IS431mec, som koder for en transposase og 
indeholder 14-22 bp terminale inverted repeats. Disse giver muligheden for, at genetiske 
elementer med lignende IS-sekvenser kan integreres ved homolog rekombination, 
principielt uden øvre grænse for antallet. Herved kan den multiresistente fænotype, der er 
karakteristisk for MRSA, opstå [Hannsen & Sollid, 2006; Ma et al., 2002]. 
 
                              
                                                
1 Penicillin-bindingsdomæne i mecR1 udskiftet med IS1272. 
2 Deletion i penicillin-bindingsdomæne i mecR1. Deletionen er større i C2 end i C1. 
3 Deletion i penicillin-bindingsdomæne i mecR1 
4 976bp deletion i det transmembrane domæne. 
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Som det ses på Figur 5 indeholder SCCmec type I, IV og V ingen andre resistensgener 
udover mecA. Generne hsdMSR i type V er ikke resistensgener, men koder for et særligt 
type 1 restriktions-modifikationssystem, der muligvis benyttes til at stabilisere kassetten 
[Hannsen & Sollid, 2006]. IS431-sekvensernes flankering af de integrerede plasmider ses 
tydeligt på figuren. Som eksempel på forskel i J-sektionen imellem en SCCmec type og 
en undergruppe ses forskellen på type IA og type I på Figur 5. 
Herunder beskrives de forskellige elementer, der er identificeret i J-sektionerne på de 
forskellige SCCmec, og Tabel 2 opsummerer hvilke type, der findes i de dominerende 
typer. pUB110 er et integreret plasmid som giver resistens for aminoglycosiderne 
kanamycin og tobramycin (aadD), og glycopeptid-derivatet bleomycin (bleO), som er 
flankeret af IS431 sekvenser.  
 
Transposonen Tn554 giver resistens over for makrolider, lincosamider og 
streptograminer B, kaldet MLS resistens. Grunden til, at resistensen gælder flere stoffer 
samtidig, skyldes deres overlappende bindingssites til 23S-rRNA [Leclercq, 2002]. 
Tn554 indeholder genet ermA, der koder for rRNA methylasen ErmA, som methylerer 
bakteriens rRNA, så antibiotika ikke længere kan bindes. Herudover giver den resistens 
overfor spectinomycin, som strukturelt er relativt ens med makroliderne og har samme 
antibiotiske virkemåde. Det er kodet af genet ant(9), det koder for O-
nucleotidyltransferaser. Tn554 findes i op til flere kopier rundt i det bakterielle 
kromosom afhængig af, hvilken stamme det er. Dette kan give en meget høj resistens 
overfor de nævnte stoffer [Kuroda et al., 2001]. En muteret udgave af Tn554 har givet 
bakterien resistens overfor cadmium og kaldes ΨTn554. Det integrede plasmid pT181 
giver resistens mod tetracyklin og pI128 giver resistens overfor kviksølv [Hannsen & 
Sollid, 2006]. 
 
Herudover findes transposonen Tn4001, der indeholder generne aacA-aphD, som koder 
for den mest problematiske og mest udbredte resistensmekanisme overfor 
aminoglycosider, en kombination af en acyltransferase og en kinase, der findes samlet i et 
bifunktionelt protein. Enzymet, AAC(6’)-APH(2’’), giver meget høj resistens overfor 
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samtlige aminoglycosider undtagen streptomycin og spectinomycin. De to 
proteindomæner kan modificere aminoglycosidet på to ud af de tre ringe i dets struktur, 
som det ses på Figur 5. Dette giver en ekstrem høj MIC for aminoglycosider. 
Transposonen findes ikke i de sekvenserede SCCmec-typer, men er identificeret i 
undertypen IVC (ikke vist på Figur 5) [Wright, 2005].  
 
Figur 5: Overførselsreaktion, hvor et aminoglycosid modificeres af det bifunktionelle enzym, AAC(6’)-
APH(2’’), ved overførsel af en fosforylgruppe fra ATP (ikke vist på figuren) og en acylgruppe. De farvede 
grupper markerer, hvor overførslen finder sted. Modificeret figur fra [Wright, 2005]. 
 
 
Tabel 3: liste over resistensgener der findes i de dominerende typer af SSCmec [Hanssen og Sollid, 2005]. 
 Type I Type II Type III Type IV Type V Undertyper 
Tn4001      X5 
Tn554  X X    
pUB110      X6 
pT181   X    
pI258   X    
ΨTn554   X    
 
                                                
5 I type IVC 
6 I type IA 
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SCCmec IV er den dominerende type i infektioner uden for hospitaler. Dette skyldes 
højst sandsynligt dens øgede genetiske mobilitet den har, i kraft af at der er den mindste 
SCCmec-type. De dominerende genotyper i MRSA fundet på hospitaler er type I, II og III 
[Hannsen & Sollid, 2006]. 
 
Udover SCCmec gav analysen af de 7 stammer en række vigtige plasmider og 
transposoner, som også kunne indeholde forskellige resistensgener. Tabel 4 viser de 
forskellige elementer: 
Tabel 4: Andre genetiske resistenselementer i S. aureus [Lindsay og Holden, 2004], hvor plasmiderne 
findes frit i cellen.  
Navn Gener  Resistens overfor 
pUB110 bleO, aadD Bleomycin, kanamycin og 
tobramycin 
pN315B cadDX, arsBC Cadmium og arsenik 
pVRSA aacA-aphD, qacA aminoglycosider, kvartærnær 
ammoniumforbindelser 
pMW2 blaZ, cadD Penicillin, cadmium 
pSAS blaZ, cadD Penicillin, cadmium 
Tn554 ermA, spc[n]7 MLS, spectinomycin 
Tn552 blaZ Penicillin 
Tn5801 tetM Tetracyklin 
Tn1546 vanA Vancomycin 
Tn916-like Ukendt Ikke-identificeret resistensgen 
 
S. aureus indeholder som regel et eller flere plasmider, som det ses på Tabel 4, med 
resistens overfor antibiotika, antiseptiske midler eller tungmetaller. Der er en ustabilitet, 
hvis der eksisterer to eller flere plasmider i S. aureus med samme replikations- eller 
segretionssystem, hvilket sætter en naturlig dæmper på antallet af plasmider, der kan 
replikeres side om side i cellen. Det er foreslået at plasmiderne, selvom de ikke kan 
replikere i cellen, eksisterer længe nok efter konjugation til at transposoner, kan springe 
                                                
7 antallet af homologer, herunder pseudogener, i den region. 
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enten til S. aureus kromosomet eller et plasmid, der allerede findes i bakterien [Lindsay 
& Holden, 2004].  
 
Ud over elementer, der er associeret med de 7 sekvenserede MRSA-genomer, findes en 
række mekanismer, som også kan medføre resistens, men som ikke er fundet i MRSA-
isolater [Lowy, 2003].  
 
To resistensmekanismer findes overfor stoffer, som hæmmer folatsyntesen. Genet, sulA, 
forøger produktionen af para-aminobenzosyre og forøger derved MIC for  
sulfonamiderne, som fungerer ved at binde til dihydropteroat synthase i stedet for para-
aminobenzosyre. Den anden mekanisme ligger i genet dfrB og forringer 
diaminopyrmidinernes binding til dihydrofolatreduktase ved at mutere dets bindingssite 
på enzymet, mens den stadig opretholder normal biologisk funktion. Generne for begge 
mekanismer er kun set kromosomalt [Lowy, 2003]. 
 
Oxazolidinoner bindes ribosomalt, og en modifikation af deres bindingssite på 23S-
rRNA-komponenten på 50S-ribosomet fører nemt til resistens. Resistensen er endnu ikke 
særligt udbredt, men klinisk er en lille mængde linezolid-resistente MRSA isoleret, og 
analysen af deres genom tyder på, at der er tale om resistens, der er opstået de novo i 
modsætning til horisontalt overført resistens. Derfor er mutationen også indtil videre kun 
set kromosomalt hos S. aureus [Lowy, 2003], men det kan ikke udelukkes, at resistensen 
kan spredes horisontalt i fremtiden. 
 
Som tidligere nævnt er glycylcykliner deriveret fra tetracyklin-strukturen. Der er endnu 
ingen identificerede kliniske tilfælde af resistente S. aureus, men det forventes, at 
effluxpumpen som giver resistens overfor tetracyklin, TetK, kan muteres relativt nemt og 
herved give resistens overfor glycylcykliner. Grunden til, at det ikke allerede er sket er, at 
det kliniske forbrug af glycylcykliner endnu ikke giver et tilstrækkeligt selektivt pres til 
at denne resistens udvikles [Kumar & Schweizer, 2005]. 
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Der er endnu ingen resistensmekanismer overfor ketolider, men dette skyldes ikke, at 
netop disse antibiotika er svære at opnå resistens mod. Selvom ketolider  kan binde til 
methyleret 26S rRNA, kan overudtryk af ermA-genet give partiel resistens. In vitro-
forsøg med MRSA, der indeholder transposonen Tn554 med MLS-resistens viser, at brug 
af ketolider kan selektere for resistensmutationer i løbet af kort tid. Ketolider inducerer 
ikke transskription af genet, men en mutation, der fjerner attenuation-regulationen i 
genudtrykket giver konstitutivt udtryk, hvilket fører til partiel ketolidresistens, som på 
sigt kan forøges. Ketolider anbefales derfor ikke til klinisk behandling af MLS-resistente 
MRSA [Schmitz et al., 2002]. 
 
Vancomycin er det antibiotika, der sidst har mistet sin effekt ved behandling af 
multiresistente MRSA. Det menes, at resistensen ikke er opstået de novo, men er overført 
fra E. faecalis via en transposon. [Noble et al., 1992; Clewell et al., 2002]. Der findes to 
former for vancomycinresistente S. aureus-stammer: vancomycin intermediate S. aureus 
(VISA) og vancomycin resistent S. aureus (VRSA). VISA har forhøjet 
cellevægsmetabolisme, hvilket reducerer antallet af vancomycin-molekyler, der kan 
komme i kontakt med peptidoglycanprecursoren [Lambert, 2005]. VRSA er en del mere 
effektiv, idet den indeholder en række enzymer, der ændrer på det metaboliske maskineri 
ved at modificerer peptidoglycanprecursoren før den integreres i cellevæggen [Lambert, 
2005]. 
 
Fem resistensfænotyper er blevet identificeret i S. aureus: VanA, VanB, VanC, VanD og 
VanE, hvor VanA og VanB er de fænotyper, der udviser den højeste grad af induceret 
vancomycinresistens [Mendez-Álvarez et al., 2000]. Da både VanA og VanBs operoner 
har samme antal gener og generelt fungerer på samme måde, vil kun VanA's 
virkningsmekanisme blive gennemgået. VanA-operonet kan sidde på et transposon kaldet 
Tn1546, som er blevet lokaliseret både i plasmider og i kromosomer [Arthur et al., 1996]. 
Den indeholder et tokomponent regulatorsystem, som inducerer resistens ved 
tilstedeværelsen af et glycopeptid. Operonen koder for proteiner, der interferer med 
peptidoglycansyntesen (se afsnit 1.2), hvor de modificerer peptidoglycanprecursoren 
UDP-NAM-pentapeptids C-terminus til D-Alanyl-D-Lactat i stedet for D-Alanyl-D-
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Alanin. D-Alanyl-D-Lactat har meget lav affinitet for vancomycin, hvilket giver 
resistensfænotypen [Arthur et al., 1993; Mendez-Álvarez et al., 2000]. 
 
Quinolon og fluoroquinolon-resistens har længe været observeret i S. aureus. Selvom 
stofferne har to targets, DNA gyrasen og topoisomerase IV, opstår komplet resistens 
relativt let. Dette skyldes, at stofferne kun opnår sub-teurapeutiske koncentrationer ved 
sekundære infektioner i huden og lungerne, hvilket resulterer i en selektion af de 
bakterier, der indeholder mutation i det ene af de to targets. Mutationerne sker i 
bindingsdomænet mellem enzym og DNA (quinolone resistance–determining region 
[QRDR]), og kan  udvikle partiel eller komplet resistens ved blot en enkelt 
baseudskiftning afhængig af, hvor mutationen sker. På sigt fører selektionspresset til 
MRSA-resistente i generne for begge targets. Herudover kan NorA-
multidrugeffluxpumpen benyttes til at give resistens i mindre grad, som det følgende 
afsnit vil beskrive detaljeret [Lowy, 2005]. 
 
 
2.5.1 Effluxpumper  
Af de kendte klasser af effluxpumper, som er illustreret på Figur 6, er 17 pumpetyper 
fundet i S. aureus.  
 
 
 
Figur 6: Figuren viser pumper fra 4 forskellige klasser: Major faciliator familiy (MFS), small multidrug 
resistance (SMR), ATP-binding cassette (ABC), resistance nodulation-cell division (RND) og Multidrug 
and toxic compound extrusion (MATE) [Kumar & Schweizer, 2005]. 
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Pumperne er som Figur 6 viser delt op i 4 klasser: MFS, SMR, ABC og MATE. Herudover 
er der en RND-familie af pumper, men den er ikke repræsenteret i gram-positive 
bakterier, derfor gennemgåes den ikke her. 
 
Major faciliator familiy (MFS) er i evolutionær forstand en gammel superfamilie på flere 
tusinde sekvenserede pumper. Familien bruger flere former for mekanismer til at 
transportere substraterne: uniport, substrat-kation symport hvor kationen enten er H+ eller 
Na+, substrat/H+ antiport og substrat/substrat antiport. MFS-familiens kendte substrater 
tæller blandt andet sukre, forskellige metaboliter, anioner og farmaka. MFS familien er 
endvidere opdelt i 3 underfamilier kaldet drug/H+ antiporter (DHA) 1, 2 og 3. DHA 1 og 
DHA 2 sub-familierne er tilstede i pro- og eukaryoter, mens DHA 3 kun finders i 
prokaryoter [Kumar & Schweizer, 2005]. I S. aureus er følgende pumper fra MFS 
familien fundet: QacA, QacB, NorA, NorB, MdeA, MefA, Tet(L), Tet(K) og Tet38. 
  
NorA, som er en enkeltkomponent pumpe, pumper molekylerne ud af cellen over 
cellemembranen til periplasmaet, som det ses på Figur 6. Den er kromosomkodet og giver 
resistens til hydrofile quinoloner og kloramfenikol [Walsh, 2003]. NorA er sammen med 
NorB reguleret af mgrA, en global repressor [Truong-Bolduc et al., 2005]. norB har 30% 
aminosyrehomologi med norA og har desuden tetracykliner som substrat, men kun med 
lav affinitet [Poole, 2005].  
 
QacA er både kromosom- og plasmid kodet, mens QacB udelukkende er plasmidkodet. 
De kan begge transportere molekyler med stor diversitet i kemiske strukturer ud af cellen 
[Mitchell et al., 1998; Mayer et al., 2001]. Undersøgelser har vist, at QacA er en single 
antiporter, der kan pumpe lipofile divalente og monovalente kationer af forskelligartet 
struktur ud [Mayer et al., 2001; Mitchell et al., 1998].  
 
qacA og qacB er næsten homologe undtagen for en enkelt aminosyre, asp i qacA og ala i 
qacB.  Dette betyder, at en del for substratspektret idet at QacB kun har lav affinitet for 
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divalente kationer, modsat QacA. MdeA har makrolider, lincosamider og streptograminer 
som substrater mens MefA har kun makrolider.   
 
Tet(L), Tet(K) og Tet38 har tetracykliner, oxytetracykliner, klortetracykliner som 
substrater. Tet(L) har desuden minocyklin som substrat, og Tet38 reguleres også af mgrA 
på samme måde som NorAB [Poole, 2005]. 
 
SMR (small multidrug resistance) familien består af forholdsvis små proteiner, som  
bruger protonmotorisk kraft til at transportere kationer og andre stoffer ud af cellen 
[Kumar & Schweizer, 2005]. I S. aureus er qacEΔ1, qacG, qacH, qacJ og qacC fra SMR 
klassen blevet fundet. qac-pumperne har fået deres navne efter de substrater, de pumper 
ud, som især er kvartærnære ammoniumforbindelser (Quaternary Ammonium 
Compunds), forbindelser som har detergente egenskaber, og bruges som antiseptiske 
midler i diverse vaskeprodukter. qacEΔ1 og qacG er forbundet med potentielle mobile 
integroner [Poole, 2005]. 
 
ABC (ATP-binding cassette) superfamilien består både af influx- og effluxpumper. ABC 
familien forbruger ATP til at transportere substraterne gennem cellemembranen. Kendte 
substrater er sukre, aminosyrer, ioner, farmaka, proteiner og polysakkarider. Denne type 
effluxpumpe er sjældent repræsenteret i prokaryoter med kun 21 kendte effluxsystemer 
[Kumar & Schweizer, 2005]. 
I S.aureus repræsenteres ABC-familien med msr(A), som er et plasmidbåret gen og de 
msr(A)-lignende pumper vgaA og vgaB. msr(A) indeholder to ATP bindingsdomæner, 
men ingen oplagte transmembrane domæner. msr(A) giver MLS-resistens, mens vgaA og 
vgaB  giver resistens overfor streptograminer type A [Poole, 2005]. 
 
RND (resistance nodulation-cell division) er en stort problem i gram-negative bakterier, 
men da ingen af denne type pumper er repræsenteret i S. aureus, beskrives denne type 
ikke videre. [Poole, 2005]. 
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MATE (multidrug and toxic compound extrusion) minder om MFS i struktur, men har 
visse ikke-homologe sekvenser. De bruger en Na+-gradient til transport af kationiske 
farvestoffer og fluoroquinoloner [Kumar & Schweizer, 2005]. I S. aureus findes pumpen 
MepA, som har klorhexidin som substrat.   
Tabel 5: En liste over hvilke effluxsystemer, der er fundet i S. aureus, samt hvilken pumpe-familie de 
tilhører, deres substrater og genplacering [Poole, 2005; Kumar & Schweizer, 2005]. 
Efflux-system Pumpefamilie Antibakterielle substrater Genplacering 
QacA MFS QAC Plasmid 
QacB MFS QAC8 Plasmid 
QacC9 SMR QAC Plasmid 
QacEΔ1 SMR QAC Plasmid 
QacG SMR QAC Plasmid 
QacH SMR QAC plasmid 
QacJ SMR QAC Plasmid 
MdeA MFS Makrolider, lincosamider og type A 
streptograminer, QAC 
Kromosom 
NorA MFS Flouroquinoloner (norfloxacin, 
ciprofloxacin) og desinficerende 
midler(QAC) 
Kromosom 
NorB MFS Flouroquinoloner (norfloxacin, 
ciprofloxacin, moxifloxacin og 
sparfloxacin) 
Plasmid 
MepA MATE Glycylcykliner  Kromosom 
? ? Fluoroquinolonerne: norfloxacin, 
ciprofloxacin, moxifloxacin, 
gatifloxacin, sparfloxacin og 
gatifloxacin 
? 
Tet(K), Tet(L) MFS Tetracykliner Plasmid 
Tet38 MFS Tetracykliner Kromosom 
MefA MFS Makrolider Kromosom 
Vga(A/B) ABC Type A streptograminer Plasmid 
MrsA ABC Type B streptograminer, makrolider, 
lincosamider 
Plasmid 
 
                                                
8 Kvartærnære ammoniumforbindelser 
9 samme som smr,qacD,ebr 
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Som det ses i Tabel 5 har mange af pumperne samme substrater og nogle har substrater fra 
flere klasser af biocider. Dette kan skabe et problem via krydsresistens, hvor antiseptiske 
stoffer som QACs udgør et selektionspres til fordel for bakterier, der har også har 
antibiotikaresistens. NorA har, som det ses på Tabel 5, både QACs og fluoroquinoloner 
som substrater. Det er vist, at S. aureus-stammer med øget QAC-følsomhed også øget 
NorA udtryk og derfor også flouroquinolonresistens. Det samme er set med MdeA, som 
har makrolider, lincosamider, type A streptograminer og QAC som substrater. Specielt 
udenfor laboratorierne kunne dette skabe et øget selektionspres med multiresistente 
bakterier som resultat [Poole, 2005]. 
 
En oplagt måde at modvirke effluxpumpernes funktion, er enten at inhibere pumperne 
eller  at hæmme dem kompetetivt med stoffer, der liger pumpernes substrater. For S. 
aureus er der fundet en række effluxpumpeinhiberende forbindelser, f.eks. 
planteekstraktet, reserpin, som kan inhibere NorA-effluxpumpen og derved tillade en 
større koncentration af pumpens fluoroquinolon-substrater at interkalere med target. 
Problemet med reserpine er, at det er toksisk for mennesker i den koncentration, der skal 
bruges til at inhibere NorA i S. aureus, fordi den også inhiberer eukaryot P-glycoprotein 
[Markham et al., 1999; Van Bambeke et al., 2003].  
I en undersøgelse af Markham et al. [1999] er flere inhiberende forbindelser af NorA 
med meget forskellig strukturer fundet. Det store antal af inhibitorer forklares ved NorA 
pumpens lave substratspecificitet. Forbindelserne var ikke testet for toksicitet og 
inhibitionsmekanismen var ukendt, da artiklen blev udgivet [Poole, 2005]. 
 
3. Nye targets 
Udbredt resistens mod alle nuværende antibiotika, som beskrevet i afsnit 2.5 har medført 
et behov for en række nye antibiotikatargets, som ikke tidligere er benyttet. Nye metoder, 
især sekvensering af hele genomer, har givet ny viden om bakterielle processer 
Overvejelser er gjort omkring, hvilke targets, der vil være hensigtsmæssige at ramme, 
hvor højt konserveret target er så artsspektret for effekt kan fastlægges samt, hvordan det 
vil influere på humane celler [McDewitt et al., 2002].  
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Ideelt set har et godt target essentiel betydning for bakterien, gerne for flere processer så 
hæmningen kan have en kaskade-effekt. Herudover bør der være så få targetmolekyler i 
cellen som muligt, så MIC kan være så lav som muligt. Det er nødvendigt at fokusere på 
forskellene mellem prokaryote og humane celler, når et nyt target overvejes at benyttes. 
Som et eksempel herpå, kan sulfonamiderne nævnes, som beskrevet i afsnit 1.4, der 
hæmmer folatsyntesen. Syntese af folat foregår ikke i eukaryoter. Flere af de nye targets 
hæmmer andre biosyntetiske signalveje, der udelukkende findes i prokaryoter. 
Enzymerne i S. aureus og andre bakteriearter, der fungerer i isoprenoid-biosyntesen, er 
sekvensmæssigt anderledes i forhold til humane homologer. En række enzymer, der 
virker i biosyntesen af henholdsvis fede syrer og chorismat, findes ikke i humane celler. 
Disse og andre signalveje, hvor der ikke findes homologe enzymer i humane celler, er 
oplagte targets for nye antibiotika [McDewitt et al., 2002]. 
 
Som eksempler på nye systemer, kan nævnes bakterielle kommunikationssystemer, som 
eksempelvis kan mediere dannelsen af biofilm, og bakterieltproducerede toksiner, som 
oftes er inaktive. Disse systemer giver muligheder for at designe antibiotika, der kan 
bekæmpe bakterier på nye måder [Gerdes et al., 2005; Bassler, 1999]. Ny viden om, 
hvordan den binære fission i bakterier foregår, har givet muligheden for at hæmme 
proteiner, der medierer celledeling ved at initierere septumdannelse, som er det første trin 
i adskillelsen af de to celledele, med gode resultater [McDewitt et al., 2002]. Herudover 
har ny viden om enzymer, der virker ved DNA-repair i bakterier, givet mulighed for at 
spekulere i nye antibiotika, der kan hæmme disse processer [Gunderson & Segall, 2006]. 
  
Vi har valgt at beskæftige os med tre forskellige nye targets, et signalsystem, der 
inducerer dannelse af biofilm, toksin-antitoksin-systemet og Holliday junction-strukturen, 
ud fra overvejelser omkring deres anvendelighed og muligheden for hastigheden af 
resistenserhvervelse, som er beskrevet i de følgende afsnit. De vil indeholde en 
gennemgang af de respektive targets, hvis anvendelsesmuligheder vil bilve diskuteret i 
afsnit 4. 
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3.1 Holliday junctions 
Holliday junctions (HJ) er vigtige DNA-intermediære, der dannes ved DNA-repair og 
rekombination i bakterier. Under DNA-repair af dobbeltstrengede brud anses homolog 
rekombination for den eneste mulighed. Homolog rekombination repair fungerer i store 
træk ved at benytte en homolog sekvens som template til at resyntetisere de manglende 
nukleotider i det skadede område. HJ strukturen er højt konserveret i alle organismer. HJ 
er et oplagt target for nye antibiotika, da det kan ramme bredt og derfor kan bekæmpe 
mange arter. 
 
Inden for den seneste årrække er der syntetiseret peptider, der er vist at binde med høj 
affinitet til HJ. Peptiderne er små, 6-12 aminosyrer, og kræver en meget speciel 
elektrokemisk struktur for at kunne binde til HJ. Et bindingsite er typisk på 10*25 Å.  
For at peptider skal kunne bruges til at stabilisere HJ er en række egenskaber afgørende 
for, hvorvidt de kan benyttes. Det mindste antal residues, der kræves for at binde et HJ er 
ikke klarlagt, men det er vigtigt at det indeholder aromatiske aminosyrer, især tyrosin 
[Pan et al., 2006], som gør at de kan interkalere eller interagere med DNA. Hydrofobiske 
aminosyrer, som fenylalanin og tryptofan, betyder sandsynligvis, at de kan bindes mellem 
proteinerne og DNA-substrat i rekombinationskomplekser. Endvidere menes hydrofile 
aminosyrer, som arginin og lysin, at danne hydrogenbindinger med DNA [Cassell et al., 
2000]. Peptiderne er afhængige af disulfidbroer in vitro mellem cystein, som kræves for 
at de danne dimere. Det er en fordel at benytte D-isomere aminosyrer, da disse ikke 
nedbrydes af stereospecifikke proteaser [Gunderson & Segall , 2006]. 
 
De to lineære peptider der har mest potentiale, har sekvenserne WRWYCR og 
KWWCRW [Cassell et al., 2000]. De forhindrer ved binding til HJ samtlige helikaser og 
resolvaser i at benytte strukturen som substrat [Gunderson & Segall, 2006]. Når 
enzymerne inhiberes, hindres homolog rekombinations repair, da branch migration samt 
resolvering af HJ hindres. De to peptider har en bredspektret virkning og er baktericide. 
Hexapeptiderne er mere aktive i gram-positive end i gram-negative bakterier. Ved høje 
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koncentrationer (3,6-7,2 µM) af disse to peptider bindes også dsDNA uspecifikt.  
Peptiderne har udvist næsten samme effektivitet i hæmning af bakterievækst [Gunderson 
& Segall, 2006]. 
 
Forsøg har vist, at hexapeptiderne forårsager forstyrrelser i DNA-segretion, filamentering 
og inducerer skader på DNA [Gunderson & Segall, 2006]. Skaderne inducerer SOS-
respons, hvilket er tegn på en alvorlig DNA-skade. DNA-skader, forårsaget af peptiderne, 
er uafhængige af SOS-respons og RecA, hvilket tyder på en direkte interaktion mellem 
peptider og DNA [Gunderson & Segall, 2006]. 
For at kunne bruge petiderne som antibiotika, skal de kunne transporteres ind i bakterier. 
Peptiderne, som er kationiske og hydrofobe, har visse ligheder med lactoferricin familien, 
der er jernbindende proteiner, på 20-60 aminosyrer, der spontant kan krydse membraner 
[Vogel et al., 2002]. Det menes at disse peptider krydser membraner på samme måde, 
men det er endnu ikke helt klarlagt [Gunderson & Segall, 2006].  
3.2 Toksiner/antitoksiner 
Bakterier kan indeholde en række af toksiner/anti-toksiner (TA), som menes at blive 
benyttet i forbindelse med stressrespons [Gerdes et al., 2005]. I tilfælde af 
næringsmæssigt ugunstige forhold, er det fordelagtigt for bakterien hurtigt at kunne 
regulere sin DNA- og proteinsyntese. Denne funktion udfyldes muligvis af TA-systemer, 
som ved at ramme forskellige vitale cellulære mål kan opretholde en bakteriostatisk 
tilstand indtil forholdene forbedres. En senere transskription af antitoksingenet kan i visse 
systemer få cellen ud af den bakteriostatiske tilstand og tilbage til normal vækst. Efter en 
længere periode i den bakteriostatiske tilstand bliver tilstanden irreversibel afhængig af , 
hvilket type TA-system, der er aktiveret [Gerdes et al., 2005; Nieto et al., 2006]. Hvis 
komplekset dissocierer, vil toksinet blive aktiveret og hvis ikke antitoksingenet bliver 
udtrykt på ny inden for et vist tidsrum, afhængigt af forholdene og TA-systemet, vil 
celledød følge [Gerdes et al., 2005]. Det er desuden forslået, at TA-systemerne inducerer 
programmeret celledød med formål at sikre en cellepopulations overlevelse under 
næringsmæssigt stressede forhold. Dette sker ved at dele af populationen ofrer sig for at 
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sikre andre cellers overlevelse. Det menes, at cellepopulationerne med TA-systemer kan 
fungere som en form for multicellulær organisme [Engelberg-Kulka et al., 2004].  
 
Toksinet og antitoksinet danner et proteinkompleks med stærk bindingsaffinitet og virker 
som repressor for TA loci. Komplekset kan have forskellige konstellationer alt afhængigt 
af, hvilken type TA-system. Når komplekset er stabilt, er toksinet inaktiveret og kan ikke 
udøve sine toksiske egenskaber [Gerdes et al., 2005].  
 
 
Figur 7: Figuren illustrerer et TA operon, hvor Antitoksinet bliver nedbrudt af proteaserne Lon eller Clp. 
Det ses også, at antitoksin-toksin komplekset hæmmer transskription via en feed-back mekanisme. Kilde: 
[Gerdes et al., 2005] 
 
Toksinet er mere stabilt end antitoksinet, hvilket vil betyde at antitoksinet degraderes 
hurtigere. Hvis der ikke syntetiseres nyt antitoksin, vil proteinkomplekset ikke være 
stabilt, og toksinet vil blive aktiveret. Koncentrationen af antitoksin er altid højere end 
koncentrationen af toksin, for at sikre en effektiv kompleksdannelse og mindske skader i 
cellen [Gerdes et al., 2005]. TA-systemer aktiveres muligvis af proteaser, der indvirker i 
stress-respons signalvejen, og som degraderer antitoksinet [Gerdes et al., 2005]. 
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Tabel 6: Tabellen viser et overblik over de forskellige TA-systemer: type, toksin navn, antitoksin navn, 
target for toksinet og hvilken protesase, der degradere antitoksinet, hvis denne er kendt [Gerdes et al. 2005; 
Christensen, 2004].  
Type Toksin Antitoksin Target Protease10 
ccd CcdB CcdA DNA gyrase Lon 
parD/pem Kid Kis Inhibition af 
translation ved 
kløvning af mRNA 
Lon 
phd/doc Doc Phd Translation ClpXP 
parDE ParE ParD DNA gyrase Lon 
pasABC PasB PasA Inhibition af 
translation ved 
kløvning af mRNA 
Lon 
ω−ε−ζ ζ ε Ukendt Ukendt 
higBA HigB higA Ukendt Ukendt 
vapBC/mvpAT VapC/MvpT VapB/MvpA Ukendt Ukendt 
axe/txe Txe Axe Inhibition af 
translation ved 
kløvning af mRNA 
Ukendt 
relBE RelE RelB Inhibition af 
translation ved 
kløvning af mRNA 
Lon 
mazEF 
(chpA) 
MazF 
(ChpAK) 
MazE 
(ChpAI) 
Inhibition af 
translation ved 
kløvning af mRNA 
ClpXP11/Lon 
 
Foruden systemerne i Tabel 6, anses restriktion-modifikations systemer også som TA-
systemer [Gerdes et al., 2005]. Der er sekvenseret 8 TA-familier, hvoraf to er velkendte i 
S. aureus. Disse vil blive omtalt senere. TA-systemerne bliver bl.a. anvendt til praktiske 
formål som plasmidstabilisering og positiv selektionsvektor. Antallet af TA-systemer er 
varierende fra art til art. Der er sekvenseret 126 bakteriegenomer som indeholder 671 
TA-loci inden for 7 undersøgte TA-genfamilier [Pandey & Gerdes, 2005]. TA-loci er 
udbredte blandt fritlevende prokaryoter og manglende i værtsassocierede prokaryoter, der 
                                                
10 Proteaser der degraderer antitoksinerne i toksin-antitoksin komplekserne. Lon er en protesase der er 
involverede i stress-respons signalvejen, ClpAP/XP er caseinolytisk protease.  
11 ClpXp nedbryder MazE under steady-state celle vækst. 
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lever i stabile miljøer. Dette underbygger hypotesen om TA-systemernes rolle i 
stressrespons [Pandey & Gerdes, 2005]. Antallet af TA-loci var fra 0 til 43 loci pr. 
genom, hvor de langsomtvoksende arter indeholdte flest. I disse arter indeholdte 30 
organismer mere end 8 TA-loci. Det er derefter foreslået, at langsomtvoksende 
fritlevende arter specielt har nytte af TA-systemerne, da de optimerer kvalitetskontrol af 
de udtrykte gener grundet den øgede andel af ladet tRNA [Pandey & Gerdes, 2005; 
Gerdes et al., 2005] 
 
Nogle toksiner kløver mRNA (se Tabel 6). Det mRNA der kløves vil efter delvis 
translatering sidde fast i ribosomerne, da det er muligt at de ikke indeholder stop-codons, 
der kan mediere frigørelsen fra ribosomet. Bakterierne indeholder tmRNA, som er en 
kombination af mRNA og tRNA, der genkender ribosomer, der er stoppet i translation. 
tmRNA mærker det delvist syntetiserede protein til degradering, og sørger for at mRNA 
dissocierer fra ribosomet i en proces kaldet trans-translation [Pandey & Gerdes, 2005].  
 
MazEF-systemet kløver mRNA og inducerer herved trans-translation. MazF kløver 
mRNA ved ACA-sites og er bundet til MazE, som kan binde to toksiner på én gang. 
Disse trimerer sidder sammen to og to og laver en MazF2-MazE2-MazF2-hexamer (se 
Figur 8). Når toksinet frigøres, er der evidens for, at det interagerer direkte med ribosomet. 
Forsøg med overproduktion af MazF in vivo har vist, at mRNA kløves uden for deres 
kodende regioner, mens mRNA under fysiologiske tilstande fortrinsvist kløves i de 
kodende regioner. Det forventes derfor, at toksinet kløver mRNA efter det er bundet til 
ribosomer og er klar til at starte translation [Gerdes et al., 2005]. 
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Figur 8: MazF2-MazE2-MazF2-hexamerkonstellationen [Condon, 2006, ikke udgivet].  
 
I en undersøgelse sekvenseredes plasmider fra vancomycin-resistente enterokokker 
(VRE) for TA-systemer, hvor MazEF systemet blev identificeret på samtlige 75 
undersøgte plasmider. Det var fysisk forbundet med vanA-genet i 93% af plasmiderne 
[Moritz & Hergenrother, ikke udgivet]. Gennemsnitligt var der 2,7 TA-systemer pr. 
plasmid fra alle 7 klasser. Andre TA-systemer var også repræsenteret i de sekvenserede 
organismer, bl.a. axe-txe (75%), relBE (47%) og ω−ε−ζ (44%). Endvidere kodede alle 
plasmiderne, der indholdte vanA-genet et eller flere TA-systemer. I samme undersøgelse 
foretaget på 10% af alle PCR-produkterne, er det vist at TA-systemerne har 99% 
sekvenshomologi med TA-systemsekvenserne i BLAST-databasen [Moritz & 
Hergenrother, ikke udgivet]. Endvidere har sekvensering af MazE, MazF, RelB og RelE i 
S. aureus-stammer vist stor homologi [NCBI BLAST databasen, april 2006]. 
 
TA-systemerne er oplagte mål for nye antibiotika, som enten kan bryde bindingen 
mellem toksinet og antitoksinet, eller på anden måde få aktiveret toksinet i lang nok tid til 
at få induceret celledød [Engelberg-Kulka et al., 2004; Gerdes et al., 2005; Moritz & 
Hergenrother, ikke udgivet]. 
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3.3 Quorum-sensing  
Quorum-sensing (QS) er et system, der bruges af bakterier til at orientere sig omkring det 
ekstracellulære miljø for bl.a. at kunne kontrollere produktion af virulensfaktorer og 
biofilm [Miller & Bassler, 2001]. Dannelsen af biofilm, der bliver aktiveret via 
kommunikation i prokaryote populationer, er vigtig, da den har lav permeabilitet for 
værtsorganismens immunsystem samt diverse antibiotika, således at bakterier kan 
formeres og forårsage skade på værtsorganismen. I gram-positive bakterier fungerer små 
oligopeptider kaldet autoinducing peptides (AIPs) som er signalmolekyler, der sekreteres 
fra bakterierne og binder til et membranprotein, hvilket sætter en signalkaskade i gang, 
der regulere genudtryk af virulensfaktorer. Koncentrationen af AIPs i det extracellulære 
miljø stiger med densiteten af bakterier [Miller & Bassler, 2001]. QS i gram-negative 
bakterier er anderledes og foregår ved LuxI/LuxR systemet, der benytter 
homoserinlaktoner som autoinducerer. Dette system vil ikke blive beskrevet nærmere. 
I S. aureus består QS af to delsystemer: RAP-TRAP og Accessory gene regulator (agr) 
(se Figur 9). RAP-TRAP aktiveres først, ved sekretion af RNAII activating protein (RAP) 
under celledeling, som opkoncentreres i det ekstracellulære miljø indtil en given 
tærskelværdi er nået. Derpå interagerer RAP med en mulig histidinkinase, Target RNAII 
Activating Protein (TRAP), der fosforyleres og på ukendt vis inducerer agr-systemet via 
operonen RNAII (også kaldet AgrBDCA) [Korem et al., 2003].  
 
Figur 9: Model der viser dynamikken mellem agr- og RAP-TRAP-systemerne. RAP-TRAP systemet 
bliver aktivt i begyndelsen af den eksponentielle vækstfase, hvorefter det aktiverer agr-systemet. Herefter 
nedregulererAIP for RAP-TRAP-systemet og er det dominerende system hen i den posteksponentielle fase 
[Korem et al., 2003]. 
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agr-systemet består af 4 gener. agrD koder for en 46 aminosyrer lang AIP-precourser 
AgrD, der modificeres af AgrB og sekreteres via en effluxpumpe af ATP-binding cassette 
(ABC)-familien ud i det ekstracellulære miljø (Figur 9) [Miller & Bassler, 2001]. AIPs 
består af  7-9 aminosyrer og indeholder alle den højt konserverede thiolactonring, der er 
essentiel for aktiviteten [Otto, 2004]. AIPs varierer bortset fra thiolactonringen i struktur 
fra stamme til stamme hos S. aureus og er opdelt i fire grupper (I-IV). Hver gruppe 
fungerer som krydsinhibitor overfor bakteriegrupper, som de ikke selv er sekreteret af 
[Otto, 2004]. På denne måde kan stammerne udkonkurrere hinanden [Miller & Bassler, 
2001]. Sekretion af AIPs har en hæmmende effekt på fosforyleringen af TRAP under 
aktivering af virulenskaskaden [Balaban et al., 1998]. Formålet med dette må være en 
nedregulering af RAP-TRAP-systemet som funktion af et dynamisk sammenspil mellem 
de to signaltransduktionspathways. 
 
AIP interagerer med AgrC, en membranbundet histidinkinase, via en mekanisme som 
endnu ikke er forstået til fulde. Interaktionen forårsager en autofosforylering af AgrC, der 
er en del af et tokomponentsystem med den cytoplasmiske responsregulator, AgrA.  
 
AgrC fosforylerer AgrA, som kan aktivere transskriptionen af to operoner: RNAIII eller 
RNAII ved binding til henholdsvis promoter P3 og P2. Det menes at være tilfældigt 
hvilken promoter, der aktiveres [Otto, 2004 ; Kong et al., 2006]. Genproduktet fra 
RNAIII regulerer på ukendt vis transkriptionen af generne for en række virulensfaktorer 
og biofilmdannende forbindelser [Kong et al., 2006].  
 
En inhibition af AgrC vil føre til reduceret udtryk af generne for virulens, derfor vil en 
universel AIP der inhiberer samtlige AgrC-typer være effektiv i behandling af infektioner 
med S. aureus. AIPs giver et effektivt respons selv ved lave koncentrationer, hvilket gør 
syntetiske varianter til et interessant emne inden for terapeutisk behandling af 
bakterieinfektioner. Stabiliteten af AIPs gør endvidere denne gruppe til potentielle 
antibiotika med gode fremtidsudsigter. Der findes ingen humane homologer til systemet, 
hvilket gør inhibering ufarlig for humane celler [McDevitt et al., 2002] . 
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Gorske og Blackwell [2006] har syntetiseret universelle AIP-mimics, der binder til AgrC 
og hæmmer RNAIII- og RNAII syntese i et bredt spektrum af bakterier. Hvorvidt et AIP 
inducerer eller hæmmer RNAIII-aktivering er et spørgsmål om molekylets struktur ( 
Figur 10) [Gorske & Blackwell, 2006].  
 
 
Figur 10: Den kemiske struktur af AIP-I. Den makrocycliske thiolactonring binder til alle AgrC receptorer, 
mens den exocykliske hale er specifik i hver gruppe [Gorske & Blackwell, 2006]. 
 
Forsøg har vist, at både thiolactonringen såvel som den exocykliske hale på AIP er 
esssentielle for at få en agonistisk effekt, dvs. starte en virulenskaskade [Gorske & 
Blackwell, 2006]. Det kræver en mere præcis orientering for hele molekylet at binde 
agonistisk, mens antagonisme kun kræver at en del af molekylet skal orienteres på den 
rigtige måde (se Figur 11). Det distale subdomæne på AgrC-receptoren er det afgørende 
for aktivering af signaltransduktionen, mens det kryds-inhiberende respons er associeret 
med det proximale domæne. 
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Figur 11: Interaktionen mellem AgrC og AIP afhænger af AIPs struktur. Hvis AIP ikke tilhører samme 
gruppe som AgrC proteinet, vil den kun binde til det proximale subdomæne (rødt) på AgrC, hvis det er fra 
samme gruppe, vil det også binde til det distale subdomæne (grønt) og dermed inducere RNAIII syntese 
[Gorske & Blackwell, 2006].  
 
I koagulasenegative bakterier er et protein identificeret og isoleret, der har en hæmmende 
effekt på RAP-TRAP systemet: RNAIII Inhibiting Peptide (RIP). RIP er et protein, der 
menes at blive sekreteret af cellen selv, og fungerer ekstracellulært. RIPs N-terminus er 
stærkt relateret til RAPs og kan derfor hæmme RAPs interaktion med TRAP ved 
kompetitiv hæmning [Korem et al., 2003]. Når TRAP ikke bliver fosforyleret, vil 
aktiveringen af agr-systemet ikke forekomme, hvilket resulterer i hæmning af 
patogenesitet og dannelse af biofilm, men ikke direkte celledød [Korem et al., 2003]. At 
TRAP spiller en essentiel rolle for RNAIII-syntese er vist i trap mutanter, hvor RNAIII-
syntese ikke aktiveres. Det er vist både in vitro og in vivo, at RIP hæmmer RNAIII 
syntesen i S. aureus [Balaban et al., 2001]. Dette gør RIP til et meget interessant protein 
inden for forskning i terapeutisk behandling, hvor det indtil videre har vist positive 
resultater overfor resistente bakterier, især i kombination med kendte antibiotika 
[Giacometti et al., 2003]. TRAP er højt konserveret blandt diverse stammer og arter af 
stafylokokker og derfor kan RIP muligvis anvendes til et bredt spektrum af 
stafylokokinfektioner [Giacometti et al., 2003]. Bindingen til TRAP skyldes 
hovedsageligt N-terminus på hhv. RAP og RIP.  
 
RIP og AIP er blevet isoleret fra samme stamme og derpå sekvenseret [Lyon & Novick, 
2004], hvilket har vist at de to peptider udviser stor homologi (7-9aminosyrer, begge har
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lactonring). Der kan derfor være tale om samme peptid i 2 udgaver, hvor den ene, RIP, er 
en mutant. Efterfølgende er RIP-sekvensen blevet syntetiseret og vist ikke at hæmme agr, 
selv i koncentrationer op til 2000 gange større end IC50 (den koncentration, der skal til for 
at hæmme 50 % af en bakteriekultur) for native hæmmende AIPs [Lyon og Novick, 
2004]. In vivo forsøg, hvor RIP havde en hæmmende effekt overfor biofilmdannelse, skal 
derfor sættes i relief til, at de effektive koncentrationer er ca. 10.000-100.000 gange 
højere end den effektive koncentration af AIPs i samme forsøgsmodel [Lyon og Novick, 
2004]. Hæmning af biofilmdannelse ved så høje koncentrationer er vist at være 
uafhængig af agr, hvilket har ført til spekulationer om, at RIP har skadelige, men 
uspecifikke effekter, ved høje koncentrationer ligesom et tilfældigt protein kan have det, 
og har derfor intet med agr at gøre [Lyon & Novick, 2004].  
 
4. Diskussion 
Vi har belyst resistens og resistensudvikling i S. aureus og dokumenteret, at S. aureus 
potentielt kan være resistent over for alle de nævnte antibiotika. Antibiotika, der er 
udviklet resistens mod, er blevet modificeret for at omgå resistensmekanismer. Nye 
resistensmekanismer er altid opstået, og det er derfor af absolut nødvendighed at forske i 
nye targets. 
 
Vi har fremhævet toksin/antitoksin-systemer, holliday junctions samt quorum-sensing 
som tre targets med interessante perspektiver. Hvorvidt de kan være targets for et 
antibiotikum vil her blive diskuteret. Herudover vil vi diskutere muligheden for at 
hæmme effluxpumper som del i en kombineret behandling. 
 
Holliday Junctions 
Flere forskellige egenskaber ved Holliday junction-strukturen gør den til et velegnet 
target for nye antibiotika. Strukturen er højt konserveret i alle organismer og er et 
afgørende intermediær i mange vigtige DNA-afhængige pathways, hvilket 
usandsynliggør muligheden for udvikling af resistens. Hyppigheden af disse DNA-
afhængige processer er høj især i bakterier, da de hverken kan blive delt eller reparere 
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DNA-skader uden brug af HJ intermediærer. Teoretisk set kan en enkelt stabiliseret HJ-
struktur umuliggøre videre proliferation for bakterier. Gunderson og Segall [2006] har 
syntetiseret hexapeptider, der effektivt binder HJ og fungerer baktericidt in vitro. Disse 
hexapeptider ville være effektive, hvis de kunne fungere in vivo. Den universelle struktur 
af HJ umuliggør dette og undergraver peptidernes værdi som nyt antibiotikum. Kan 
peptiderne passere prokaryoters cellemembran, vil de højst sandsynligt også kunne 
passere den eukaryote cellemembran og herved hæmme en række livsnødvendige 
processer i humane celler, hvor HJ strukturen indgår. 
  
Et brugbart antibiotika, som stabiliserer HJ-strukturen skal kunne leveres specifikt til 
prokaryoter in vivo og helst være uafhængige af mekanismer, der kan mutere, undværes 
eller modificeres, så som en membranbundet oligopeptidtransporter. 
Leveringsmekanismen skal desuden sikre, at stabilitet af et antibiotika i peptidform ikke 
nedbrydes i blodbanen.  
 
Administreres peptiderne over kortere tidsrum, kan deres skadelige virkning i eukaryote 
celler diskuteres. De fleste humane celler benytter ikke homolog rekombination som 
primær DNA-repairmekanisme og HJ strukturen optræder sjældent i normal cellecyklus i 
de fleste celletyper, men de optræder hyppigt i kønsceller. Herudover kan de undersøgte 
hexapeptider binde uspecifikt til dobbeltstrenget DNA, hvilket fører til sammenfiltring og 
gør det ubrugeligt [Gunderson & Segall, 2006]. Af disse grunde er peptiderne i deres 
nuværende form uegnede til terapeutisk brug, og der skal en radikal anden 
indgangsvinkel til, for at dette target skal kunne hæmmes effektivt og sikkert. Det er 
overraskendende, at ingen af forskergrupperne, der har beskæftiget sig med HJ-
inhiberende stoffer, overhovedet har overvejet nogle af de problemstillinger, vi har 
præsenteret i indeværende afsnit. 
 
Toksin-antitoksinsystemer 
TA-systemerne er gode targets, fordi deres rolle i stressrespons øger bakteriernes fitness 
og fordi det ikke er sandsynligt, at der sker mutationer i TA-systemernes targets, da 
mutationer i disse gener vil være fatale. 
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Specielt i fritlevende prokaryoter findes mange kopier af de kendte TA-systemer, hvilket  
tyder på, at TA-loci er lokaliseret på mobile elementer, der kan undergå hurtig horisontal 
genoverførsel [Pandey & Gerdes, 2005]. Dette er en fordel, idet antibiotikafremstilling 
med TA-systemer som target vil være funktionelt i mange arter. Endvidere er det en 
fordel, at toksinet er et enzym. Bliver et TA-system først erhvervet af en celle, vil 
systemet blive spredt til afkommet og forblive i de kommende generationer. Afkom, der 
ikke indeholder TA-genet, kan ikke overleve, da en mængde TA-komplekser er blevet 
overført under mitosen. Hvis genet for TA ikke udtrykkes i dattercellen, vil toksinerne 
blive aktiveret, da antitoksinerne nedbrydes før toksinerne. En måde en bakterie kan 
miste et erhvervet TA-system, kan være ved en mutation i genet, der enten resulterer i 
inaktivering af toksinet, stabilisering af antitoksinet eller repression af transkriptionen. 
Dette er urealistisk, da TA-systemerne findes i mange kopier af flere familier og at 
sådanne mutationer derfor skal forekomme i samtlige kopier for at have effekt. 
 
Specielt fritlevende prokaryoter, der lever i ustabile miljøer, har mange kopier af de 
kendte TA-systemer. Dette er måske en fordel, da de naturligt forekommende prokaryoter 
i kroppen lever under stabile forhold og derfor kun indeholder et minimalt antal TA-
systemer. Derfor vil en kemoterapi, der udnytter TA-systemerne, ikke være markant 
skadeligt for den naturlige bakterieflora. 
 
Mange toksiner har mRNA som target, hvilket ikke kan mutere. Det er muligt at alkylere 
mRNA, men det kræver muterede ribosomer, der kan translatere selv med disse grupper 
på eller en række enzymer, der kan fjerne grupperne lige før translationen. Det kan ikke 
udelukkes, at toksinerne er afhængige af andre faktorer, som kan mutere eller blive 
modificeret, så toksinerne fysisk ikke kan interagere med mRNA. Det er foreslået, at 
MazF er afhængig af ribosomet ved kløvning af mRNA in vivo [Gerdes et al., 2005], 
hvilket principielt kan mutere så den fysiske adgang ikke er mulig.  
 
Et problem med udnyttelse af  TA-systemerne kan være de meget langsomt voksende 
bakterier, der i forvejen har en lav biosyntese og effekten vil ikke være særlig stor. 
Reguleringsmekanismen af TA-systemerne kan også skabe problemer, da en evt. 
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adskillelse af TA-komplekserne vil aktivere yderligere transkription. Dette kan medføre 
reversibilitet af den bakteriostatiske tilstand, hvis biotilgængeligheden af et antibiotikum 
ikke er tilstrækkelig. Hvis den derimod er tilstrækkelig, er effekten selvforstærkende. 
 
For at kunne udnytte TA-systemerne skal antibiotikummet have følgende egenskaber:  
• Pacificering af antitoksinet, enten ved at inhibere bindingen mellem toksin-antitoksin, 
fremprovokere stress-respons så proteaserne degraderer antitoksinet eller forhindre 
transkription af TA-systemet så toksinet kan blive aktiveret når antitoksinet 
degraderes.  
• Opretholde den bakteriostatiske tilstand indtil den bliver irreversibel. Afhængigt af 
TA-systemet og miljøet kan denne periode variere. Dette stiller krav til 
antibiotikummets stabilitet og biotilgængelighed. 
 
Der findes flere forskellige metoder til at opfylde disse kriterier. Den umiddelbart mest 
simple metode er at benytte et lav-molekylært stof til at bryde bindingen mellem toksinet 
og antitoksinet. Bindingen mellem de to proteiner er uheldigvis meget stærk (PC, Anders 
Løbner, ikke udgivede resultater), derfor skal stoffet have en meget stor affinitet for enten 
toksin eller antitoksin. Et andet problemet i denne forbindelse er, at der normalt er mere 
end et bindingssite mellem toksin og antitoksin, som kan have forskellige strukture. Det 
kan ikke udelukkes, at binding til et enkelt site vil forstyrre konformationen i 
targetproteinet så meget, at det forhindrer bindingen mellem targetproteinets andre sites. 
Det er endnu ikke lykkedes at benytte lav-molekylære stoffer til at forhindre denne 
binding (PC, Anders Løbner).   
 
En anden og langt mere lovende metode er at benytte siRNA til at inaktivere generne. Det 
har længe været opfattelsen at RNAi-systemer kun fandtes i prokaryoter, men for nyligt 
er lignende systemer identificeret i prokaryoter [Makarova et al., 2006]. Dette har åbnet 
for mulighden for at benytte komplementær siRNA til inaktivering af gener i prokaryoter 
med terapeutiske formål. Det er vist at komplementær siRNA inaktiverer genet for  
koagulase i MRSA, både in vitro og in vivo i en murin model [Katsunori et al., 2006]. 
Ingen specifikke mekanismer til levering af siRNA til bakteriecellerne er endnu benyttet, 
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derimod var bakterierne allerede påvirket med siRNA før indførsel i modellen, men det 
foreslås at benytte bakteriespecifikke lectin-faciliterede liposomer som 
leveringsmekanisme [Katsunori et al., 2006]. Samme metode kan benyttes til inaktivering 
af toksin-antitoksin-generne, hvilket på sigt vil føre til en degradering af antitoksinerne 
og herved en aktivering af toksinerne og føre til det ønskede respons. Metoden virker 
mere plausibel som egentlig terapeutisk alternativ end stoffer, der forhindrer bindinger i 
komplekset. Endvidere virker siRNA katalytisk og forhindrer transcription af  TA-
generne, selvom det negative-feedback fra komplekserne forsvinder. Dette kan, modsat 
stoffer, der forstyrrer bindingsites, betyde en lav MIC, da antallet af antibiotika-enheder, 
der skal bruges, ikke øges. 
 
 
Quorum-sensing 
Udviklingen af universelle AIPs med alle 4 grupper med AgrCs som target er et godt bud 
på et potentielt nyt antibiotikum, der ikke blot er bredspektret over for stafylokokker, 
men også over for andre prokaryoter, der benytter autoinducere med lactonringstruktur. 
Der findes ingen humane homologer til AgrC, hvilket er af essentiel vigtighed, hvis AIPs 
skal bruges til terapeutisk behandling. Deres kompetitive inhibering, der resulterer i 
manglende udtryk af virulensfaktorer og manglende biofilmdannelse, har ikke baktericid, 
men bakteriostatisk virkning. Hvis AIPs benyttes til at bekæmpe en bakterie, der allerede 
har dannet en koloni indhyllet i en biofilm, så er det måske ikke muligt at bekæmpe disse 
direkte, men kun hæmme de bakterier, der er uden for biofilmen, og herved hindre 
spredning. De etablerede kolonier kan ikke hæmmes, medmindre de syntetiserede AIPs 
kan passere biofilmen i kraft af deres størrelse. Derved vil kolonien langsomt forsvinde 
efterhånden som bakterierne dør. 
  
 
Forsøg med det kontroversielle RIP har indtil videre vist gode resultater i in vivo-forsøg. 
Både Giacometti et al. [2003] og Dell’Acqua et al. [2004] har påvist RIP som en effektiv 
profylaxis over for biofilmdannelse på kunstige implantater, f.eks. katetre og vist, at RIP 
givet sammen med antibiotika har en synergisk effekt i forhindring af infektioner med S. 
aureus. Dette understreges af, at effektiviteten har været ca. 100% i in vivo behandling 
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med kombinationer af RIP og et kendt antibiotikum i forhold til behandling med RIP 
alene [Giacometti et al., 2003]. Da RIP med stor sandsynlighed er en mutant af AIP, og 
deres virkemåde og interaktioner må være ret ens, må det være muligt at benytte AIPs 
med samme effekter. Men som nævnt er der behov for en bedre forståelse af QS-
systemerne agr og RAP/TRAP for at kunne fremstille et optimalt terapeutisk 
antibiotikum. 
 
Efflux-pumper 
 
Kombinationsbehandling med stoffer, der inhiberer effluxpumper for at øge effektiviteten 
af antibiotika, kan overvejes. Inhiberingen af pumperne kan øge effektiviteten af et 
eventuelt antibiotika, der er substrat for den pågældende inhiberede pumpe med 1-64 
gange [Van Bambeke et al., 2003]. Sandsynligvis kan mutationer eller modifikationer 
forekomme, der ikke skader den overordnede funktion, hvilket stiller krav til 
antibiotikummets fleksibilitet. Der er f.eks. allerede isoleret bakterier, hvor et stof, der 
inhiberer NorA har mistet sin effekt [Poole, 2005]. Det er efflux-systemernes potentielle 
spredningesmuligheder i kombination med de brede substratspektre, der gør 
effluxpumperne til relevante targets.  
 
Da mange af pumperne har samme substrater, kan det skabe et problem via 
krydsresistens, hvor et enkelt antibiotikum inducerer resistens for flere typer antibiotika.  
Problemet med effluxpumper som target er, at de er repræsenteret i fjernt beslægtede 
organismer i alle former for celler. Effluxpumpeinhiberende stoffer kan derfor tænkes at 
ramme bredt på pumper, der strukturelt og funktionelt ligner hinanden [Kumar & 
Schweizer, 2005; H. Nikaido, 1998; Van Bambeke et al., 2003]. Omvendt kan homologi 
indenfor de forskellige klasser af effluxpumper derfor også give mulighed for at inhibere 
pumper i forskellige stammer af bakterier med samme præparat [Webber & Piddock, 
2003].  Derfor skal antibiotika, der inhiberer effluxpumper være meget specifikke overfor 
de enkelte pumper. Dette stiller krav til analysering af pumperne, der skal inhiberes, så de 
rigtige stoffer bruges for at undgå krydsresistens og unødvendigt selektionspres. 
Pumpernes brede substratspecificitet kan vanskeliggøre denne bestemmelse. 
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5. Konklusion 
S. aureus har til dato udviklet resistens over for de fleste kendte antibiotika og kan 
potentielt set udvikle resistens overfor alle traditionelle antibiotika. Vi har vurderet 3 
targets og er kommet frem til følgende: QS og TA-systemerne er targets med gode 
fremtidsudsigter, mens HJ synes at være et problematisk target for nye antibiotika. 
Quorum sensings agr-system er et godt target, da det er unikt for prokaryoter og det er 
tilsyneladende nemt for et antibiotikum at interagere med systemet, da interaktionen sker 
ekstracellulært. Hæmningen er ikke baktericid, men bakteriostatisk, hvilket måske kan 
øge effektiviteten for andre antibiotika og for immunsystemet. Toksin/antitoksin-
systemet er et meget effektivt target, såfremt det kan lykkes enten at udvikle et 
antibiotikum, der kan aktivere toksinet enten ved inaktivering af antitoksinet eller 
inhibering af det specifikke operon. Der er endnu ikke identificeret nogle forbindelser, 
der kan aktivere toksiner. Vi vurderer, at den mest lovende metode er inaktivering af 
genet ved siRNA. 
HJ er et problematisk target, da det findes i både pro- og eukaryoter. Det er derfor svært 
at få et antibiotikum leveret specifikt til target. Effluxpumperne er ikke essentielle for 
bakterier og de giver kun partiel resistens. Envidere har effluxpumperne stor homologi på 
tværs af arterne, hvilket ikke gør det til et oplagt target. 
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